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:drug delivery system 
:egg phosphatidylcholin 
:ethylenediaminetetraacetic acid 
:N -acety 19l ucosamine 
:high density lipoprotein 
:hydrogenated egg phosphatidylcholin 
:eth yleneglycol bis(2-aminoethylether)tetraaccetic acid 




:low density lipoprotein 
:membrane attack complex 
:cetylmannoside 
:mannose specific∞mplement activating factor 
:N-acetylmannosamine 
:MBP-associate serine protease 
:mannose-binding protein (mannan-binding protein) 
:multilamellar vesicle 
:mononuclear phagocyte system 
:phosphate buffered saline without Ca2+ and Mg2+ 
:phosphate buffered saline with Ca2+ and Mg2+ 
:polyethyleneglycol 
:serum amyloid P componcnt 





















Company Drug Drug Class Commercial Countries Delivery form 
Name 
SEQUUS Doxorubicin an!l cancer 。oxil USA Liposome 
Pharmaceuticals， 
lnc.， Menlo Park， Caelyx Eurupe Uposom巴
CA 
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d.ispersion 
Amphocil Europe， Israel Lipid colloi也l
d.ispersion 
NeXstar lnc.， Daunorubicin an!l cancer DaunuXume USへCanada& Liposome 
San Di mas， CA 日Jrope
八mphotericinB anti fungel 八msisom巴 Europe， Middle FJlst Liposome 
Mexico，八ustralia& 
othcrs 
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おいて，両経路は合流し， MAC形成へとつながる(図 2-1) .これら一連の連鎖的な反





































シフルオレセイン〉の蛍光強度を測定した.各僚は平均値:tSE (n=3 or 4)で表した.各シンボル
は， . ;非処理，口;熱処理，図;10mM印 TA処理血清を.E;はリン酸緩衝液を表す.
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Bに示した.不飽和リン脂質を基剤としたりポソーム(図 2-5 A)では， 33mol% 










































22 mol% 44 mol% 
Cholesterol content 













で，ラット静脈より投与した各値は平均値士SE (n=3-5)で表した.各シンボルは， EPC/ChoI! 
DC1> = 6/2/1 (・)， = 5/3/1 (企)， = 4/4/1 (・)， HEPC/ChoI!DCP = 6/2/1 (口)， = 5/3/1 
















Lipid composition AUC CLh CLs CLr 
(molar ratio) ( %dose/ml/min) (ml/min) (ml/min) 何rll/min)
EPC / Chol / DCP 
=6/2/1 180+ 15 0.143 + 0.008 0.063 + 0.005 0.091 + 0.011 
=5/3/1 252+ 2 0.166 + 0.010 0.054 + 0.003 0.085 + 0.004 
=4/4/1 147+ 15 0.229 + 0.020 0.051 + 0.013 0.035 + 0.006 
HEPC / Chol / DCP 
=6/2/1 357+ 79 0.205 + 0.063 0.074+ 0.003 0.019 + 0.006 
=5/3/1 143+ 32 0.324 + 0.006 0.091 + 0.004 0.330 + 0.058 




平均値:tSE (n=3・5)で表した AUC: arca unar the blood∞1∞ntrat iOl-t imeωrve， CLh : hepatic 
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(A) リポソーム表面に結合したロフラグメント量と肝クリアランス， (B) in vitroで・の不安定性とm
vivoでの不安定性の指標である腎クリアランスとをプロッ卜した.

























22mol%)を除いて， 一定の相関関係があることが明らかとなった(図 2-GB). これら
の結果は， 1日体系，特にC3フラグメント結合最がリポソームの肝移行性に密接に関係する
ことをポ唆するとともに • ~111休系との相互作用を示すリポソームに関しては， in 
不安定性がin vivoで‘の不安定性を予測する上で一つの指僚となる可能性を示唆していると
思われる.
これまでに， in situラット肝泌流法を用いた検討において， リポソームの肝への取り込み
は血清成分存花ドで促進されること，そして，この取り込みを促進させる成分としてオプ
ソニンの 一つであるC3フラグメントが重要な役割を果たすことが示唆されている r1，3，5-
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はEastmanKodak (NY， USA)より， [3H]-inulinはNcwEngland Nuclcar(NEN)(MA， USA)より，











水和させ，多重層リポソーム(Multilamcllarvesicles : MLV)を調製した. MLVの牧子径は，
孔径400nmのポリカーボネート膜(Nuclcporc，CA，USA)を用いてextrusion法により調務した
各粒子径は動的光散乱法(NICOMP370 HPL submicron particlc analyzer (Particlc Sizing Systcm， 
CA， USA)により確認した
未封入のσ及ひ，[3H]-inulinはセルロースチューフ"(ScamlessCcllulosc Tubing， Small Sizc 18， 
和光純薬工業)とSpectralPormembrane; 50000M.W. Cut(Spcctrum Medical Industry， CA， USA) 
を用いたPBS(ー )に対する平衡透析によりそれぞれ除去した.
表 2-2 リボソームの脂質組成(モル比)

























(式 1)に基づいて解析を行った AIgorithmはDampingGauss-Ncwton mcthodを用いた
Cb=A・cxp(-αt) ( 1 ) 
AUC(O→t)=Nα(2) 





CLtot = Dosc/AUC 
CLh = Xh(t)/ AUC(O→t) 
CLs = Xs(t)/AUC(O→t) 
CLr = Xr(t)/ AUC(O→t) 



















すなわち，インキュベート後の混合液1mlをスピンカラム(Terumosyringe (10ml)， Bio-Gel 












合血清タンパク量はDCprotcin assay(Bio-Rad Laboratories， CA， USA)により測定した
サンドイツチELISAによるC3定量は既報[64]にしたがって行った.すなわち，非標識抗





させた.反応終了後， 0.05%-Tween 20含有PBS(・)(washingbuffer)を用いて 3回洗浄したこ
の後， HRP標識抗ラットC3ポリクローナル抗体をBPBSで3000倍に希釈したものを100μu
wellずつ分注し，室組で2時間反応させた反応終了後， washing bufferを用いて 3回洗浄
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4/4/1 (44mol %) 5/3/1 (33mol %) 6/2/1 (22mol %) 
Upld composltlon 
(Chol content) 




40.1 :t 2.0 
5.6 :t 0.4 
コレステロール含量の異なる各リポソームと非処理あるいは処理血清(80%v/v)を370Cで30分
間インキュベー卜し， リポソーム内から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の
蛍光強度を測定した各値は平均値:!SD(n=3 or 4)で表した.各シンボルは， .;非処理，
口;10mM EDTA処理， 図;10mM EGTNMgCl2処理血清を表す.
5.6 :t 0.4 
5.6 :t 0.4 
コレステロール含量の異なる各リポソームと非処理あるいは処理血清(80%v/v)を3rcで30分間
インキュベー トを行い， リポソーム内から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の






4.9 :t 0.1 3.0:t 0.4 EDTA (10mM) 
4.9:t 0.1 
4.9:t 0.1 


















3.0 :t 0.4 
非修飾リポソームによる補休活性化経路の検討
補体系の活性化は，古典経路と第一て経路の二つの経路を介して行われることが知られて
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=4/4/1 ; • )からの蛍光色素の漏出を測定した各値は平均値土SE (n=3)で表した *Co山 01は，非
処理血清中での各リポソームからの蛍光色素の漏出を測定した結果を示した
B)非処理およびA)と同様に非修飾リポソームを用いて処理(OOC/30min)した血清中でのウサギ赤血球の
溶血反応を測定した各シンボルは， * ，非処即tl(l清，・;リポソーム(6/2/1)処理， .A;リポソー ム
(5/3/1)処理， ・ ;リポソーム(4/4/1)処.flr， 0;リポソーム(6/2/1)処理斗lOmM EDTA，ハ;リポソーム






















は抗リン脂質円然抗体が含まれることが報告されており [13，14]， 22%， 33%コレステロー
ル含有リポソームによる古典経路を介した補体活性化にこれらの自然抗休が寄与する可能























Lipid composition (Chol content) 
6/2/1 (22mol % ) 4/4/1 (44mol%) 
0.8 
Treatmen Release (%) Inhibition (%) Release (%) Inhibition (%) 
《8 寸
None 45.5 62.0 
0.4 
Anti Rat IgM Ab 42.9 5.6 7.8 87.4 





A) HEPC/Chol/DCP = 6/2/1 
1.2 
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6/211， (D) = 5/3/1， (c) = 4/4/1)を同相化した
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かじめ非修飾リポソーム((A) HEPC/CnoI/DCP = 







































































そこで， IgMの寄与に関して以下の 3つの口J能性を考えた. 1つめは， IgMのFab領域が
IgGのFab領域と 1，iJ伎にC3bのacccptorとして機能するとともに， H閃子と1[苅子による不爪化



















































































かなものであった(図 3-6 A) . ところが， 33%コレステロール合有リポソームからの
蛍光色素の放出は， 22%コレステロール含有リポソームと同伎に古典終路を介したもので
あるにも関わらず，約5分のlag timcのある放出であった(関 3-6B).方， 44%コレ
ステロール含有リポソームからの蛍光色素の放出は， 33%コレステロール合有リポソーム
と同様に約5分ほどのlagtimeの後に生じた.興味深いことに，この放liのlagtimcはEGTA/
MgC12処理血清を用いた場合，さらに大きくなった(図 3-6 C) .この結果は，第 :終
A) HEPC/Chol/DCP = 6/2/1 
40 





各非修飾リポソーム例EPC/Chol/DCP = 6/2/1 
















。。 10 20 30 20 
Time(min) 





非処理J(IL1青 (0). EGTNMgCI2J(}L清 (6)， 
PBS(-) (口)1~1 での各非修飾リポソー ム (A)
HEPC/Chol/DCP = 6/2/1. 13) = 5/3/1， C) = 4/4/1) 
からの蛍光色素の漏出を経時的に測定した.実
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また， 22%， 33%コレステロール合有リポソームにおいてI EGTA!MgCI2処思により補体
系による膜破壊は顕著に抑制された(図 3-6A，B)のに対して. C3フラグメントの結






































































以前Gclfandら[37Jと， HanとCutlcr[38]が細菌(c. albicans)をJlH、て行った検討は， 一つのIJ





























submicron particlc analyzcr 
(Particlc sizing systcm， CA， USA)) 
により測定した.未封入のCFは
セノレロースチューブ(Scam lcss 

















r 1 rに合まれる総蛍光強度(Ft PBS)を測定した.各1寺1 ¥)におけるリポソームからの蛍光色素
の政Ji率 (Relea犯(%)) は，以ドの式にしたがって訂-算した.





それそoれ}JIJえ， 00 C/30minインキュベー卜した.遠心分離(5000中m，30min)後， I~~層に浮卜.
したリポソームをアスピレーターをJiJし1てn:意深く除よしI l(rL消附子除去lfiL消を得た.
ウサギ赤血球を川いた~-Ifì休活性の測定
ウサギ亦l(L球は， クエン椴-リン円安緩衝液rI ~に採取した後， PBS(+)で洗行トした 洗(J~後，
PBS( +) '1に5x10R 1同Imlとなるように浮遊させた ウサギ亦I(L球浮遊液(5xlO日例1mりO.lmlに
茶間ノ:.k1.4mlを加えて浪IflさせたH干の|政光度は，波長542nmで;0.666を示す. flr休前性のmu定
はMaycri.去に准じて行った[52]. 亦1(1球O.2ml(5xl08例Iml)を希釈r(Jli(j()I:処.E1lあるいは処.E1t
済)O.8mlにj]Uえ I 370 C/60minインキュベー卜した反応終f後， PBS(+)を2ml添)1Jし，述














に100μlずつ分注し， 40Cで一晩反応させた.反応終了後， PBS(ー)で3日洗浄した その後，
ウサギ抗ラットIgG抗体あるし、はヒツジ抗ラットfgM抗体を0.1%-BSA含有PBS(-)で'3000倍に
希釈したものを100μVwellずつ分注し，室福で2時間反応させた反応終了後I PBS(ー)で3
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(560 C /30min) 
Man ・MLV
61.2:t 2.3 




脂質組成が Man/田 PC/ChoJ/DCP=3:2:4:1(Man-MLV)， HEPC/Chol/DCP = 5:4:1 (HEPC・MLV)から
なるリポソームを非処理あるいは処理[(1清(80%v/v)でインキュベート(3rC!3印nin)し， リポソー
ム内から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の蛍光強度を測定した.各備は平均値















値は平均値::!:SE (n=3 or 4)で表した各カラムは， ，^非処理， B，熱処理 (560C/30min)， 
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村下径の異なるリポソームをヒト l(J l~策(90% v/v)'I'でインキュベ-卜(37"C/30min)し， リポソー ム内
から漏出した蛍光色素(カルボキシフルオレセイン)の蛍光強度を測定した.各値は平均値-tSE 
(n=3 or 4)で表した.各シンボルは，・.糖修飾リポソーム (M加 /PCIChol汀)CP= 312/4/1). 企;)10修







る 占典経路の活性化は， 一般に，①抗体などの活性化因子の結合，②C1，C2， C4の述
鎖的な醇素的反応によるC3転換酵素(C4bC2a)の形成，③形成されたC3転換酵素により活性
化されたC3フラグメント(C3b)の異物表而への結合と， C5転換酵素(C4bC2aC3b)の形成，④
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し，単位表而積あたりに換算した.各航は平均前:tSE (n=3 or 4)で表した.








































Mean diameter of liposom町 (nm)
50 100 200 400 800 
Man-Iiposom回 0.320 1.038 1.654 2.716 4.821 
:t 0.100 :t 0.291 :t 0.310 :t 0.143 :t 0.6;80 
0.029 0.115 0.133 0.179 0.234 
HEPC・Iiposomes
:t 0.002 土 0.014 :t 0.024 :t 0.008 :t 0.042 
精修飾リポソーム(Man/HEPC/Chol/DCP=3/2/4/1)および非修飾リポソーム(Man/HEPC/ChoJ/
DCP=D/S/4/1)に結合した[(1策タンパク'11に合まれるC3フラグメント電を示した.計算には























R2 + x2= (R +O)2 
x2 = 2Ro + o2 






R: リポソームの半径， x:リポソームの中心からR+δ となる点とリボソームと平面の接触点
の二点聞の距離. δ:接触平面上のある点とリポソーム表面までの距離
57 































































12.6 j: 0.4 
47.9 j: 1.5 
5.5 j: 1.5 
44.7 j: 1.7 
Man ・MLV
+ Factor-depleted plasma 
Factor-adsorbed Man・MLV


































イムノグロプリン(IgG，IgM)147.49]， C-reactive protein(CRP)[50-55]， Serum amyloid P 










































としないことが明らかとなり， CRP， SAP， MBP， MBP-MASP complexとは異なる活性化
因子である可能性が示唆された.
表4-4 血紫因子の吸着過程に対するCa2+除去および緒質添加の影響
Treatment of plasma befo陀 preparation











Mannan (100mg / ml) 













である. M-CAFは56CU 130minの熱処nrには比較的安定であるが 65CO 15minの熱処理によ























































調乾したr(IL捜肉子結合蛍光色素封人糖修飾リポソームを熱処理(・;560C， A; 650C， 


























? ?? ? ? ? ?
あるいはIgMで‘ある可能性を示唆していると考えられる.
また，同時にM-CAFの部分精製を試みた.両親媒性の高分子であるポリエチレングリコー
ル(PEG)を用いた分画では， 5 ，-，7.5 %(w/v)と15%"-'(w/v)の2つの画分に活性が観察された
(表4-5) . PEGを用いた分別沈殿法では， 4.5%(w/v)までに補休第一成分(C1)・C4b
結合タンパク・プロパージンが沈殿[7 8 ]し， 4.5，-， 12%(w/v)の聞に
C3， C5， C6， C7， C8， C9，およびH凶子， B因子， JgMが沈殿する[79]ことが知られてい
る.また15%(w/v)以上面分には血禁中に最も多く含まれるアルブミンと自然抗体由来の


































0.2 1: 0.1 
N on-treated 
64.4 1: 1.6 
5.81: 1.2 
64.41:3.4 
4.0 1: 0.2 
4.4 1: 0.1 
41.11:7.2 













の彫響を検討した. Sephacryl S-300を用いたM-CAFの分図4-1 0 
陰イオン交換クロマトグラフィー後の活性画分(135・170mMNaCJ)を濃縮後， Scpharose S・300カラム








1 0) .活性はvoid volumc付近に溶出しており，非常に大きな分子量を持つことが推測さ
れる. したがって，分子量とし、う観点からもM-CAFがIgMである可能性が強く示唆された.
IgGは分子量約lS0KDaの単量休で-あり， 2つのFab領域を持つことから 2価の結合能力を
有する.通常， IgG 主導型の古典経路の活性化は， 2分子のIgGが40nm以内の間隔で、結合す
る必要がある[73]ことが知られている. したがって. IgGにより古典経路が活性化されるた
めには少なくとも 2分子のIgGが全体で2価以上の結合をする必要があり，先に示したモ
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?をは，孔径800，400， 200， 10伽mのポリカーボネート股(Nuclcporc， CA， USA)を川し 1て
cxtrusion法により調殺した.また， SUV は100nmリポソームをプローブ塑ソニケーター
(Sonificr-450， Branson)を用いて氷冷下約15分間超音波処理することで調?をした.牧子符は
動的光散乱(NICOMP370 HPL submicron particle analyzcr (Particle Sizing System， CA， USA)に
より確認した.また. トレーサー最のf3H]-CHEを添加したリポソームも同機に調製した
未封入のCFはセルロースチューブ(SeamlcssCcllulosc Tubing， Small Sizc 18，和光純薬工業)
を用いたPBS(-)に対する平衡透析により除去した.
表4-6 リボソームの脂質組成(モル比)
HEPC / Chol / DCP = 6 : 2 : 1 
5 : 3 :1 
4:4:1 
5:4:1 
Man / HEPC / Chol / DCP = 3 : 2 : 4 :1 



















































Rclcasc activity (%) = { (a -c) -; (b -c) } x 1 0 0 
a 椅々 の処理を加えたJf[t殺を月!いた際の Rcleasc(%) 
b :非処理血奨を用いた際の Rclease(%) ( Positive controL ) 
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のの 3 膜流動性が高いリポソームにおいては相関せず 3 補体系以外の
要因が存在することを明らかにした .j欠に y 補体系によるリポソーム
認識機構について検討し』活性化の程度及び経路がコレステロールの
含量!と依存し 3 またその活性化は自然抗体由来のIgG，lgMにより起動
される可能性を示唆する知見を得た.また 3 活性化経路の違いにより y
リポソームの膜破壊に時間的な遅れが生じることも明らかにした.さ
らに，ヒト血禁中での糖修飾リポソームの補体活性化機構について検
討を加え，リポソームの粒子径により補体活性化の程度が異なる原因
として，低温下でリポソームに吸着する補体起動因子の親和性がリポ
ソ-ム表面の曲率に応じて低下する接着モデルを提唱し 3 補体活性化
の粒子径依存性の原因を解明した.
本研究は，上述のようにリポソームの体内動態を支配する要因に関
して多くの新規な知見を提供し，またその知見はリポソームの体内動
態を制御し，より有用なリポソ-ム製剤の開発のために極めて有益で
あり 3 博士論文に値するものと認められる.
